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摘要 :【 目 的 】 培 皮 激 素 在 昆 忠 变态 发 育 中 起 着 关键 的 调控 作用 。 虹 皮 激 素 活化 为 20- 羟 基 赔 皮 酮 
(20-hydroxyecdysone, 20E) Æ 5 ARAA LARA BKK SK ( ecdysone receptor, EcR) 和 超 
气门 蛋白 (ultraspiracle protein, USP) ] 结合 ,启动 20E 诱导 的 级 联 反应 。 本 研究 旨 在 从 互 作 蛋白 角 
度 探 究 EcRZUSP 自身 调控 的 分 子 机 理 。【 方 法 ) 以 重要 农业 害虫 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 为 研究 
对 象 ,通过 构建 酵母 双 杂 交 筛 选 系统 分 别 筛选 了 与 EcR 和 USP 相互 作用 的 蛋白 。【 结果】 文库 转化 
效率 达到 3.0 x 10° cfu/ pug , X 38 Zika] 1.3 x 10° cfuxmL, 文 库 插 入 片段 大 小 在 500 ~2 000 bp 之 
间 。4 种 诱饵 质粒 (EcRAZpGBKT7 EcRBI/pGBKT7, USPI/pGBKT7 和 USP2/pGBKT7 ) 对 酵母 细 
胞 无 毒性 ,并 且 无 自 激活 性 ,说 明 构 建 的 酵母 双 杂 交 文 库 质 量 可 靠 。 用 以 上 4 种 诱饵 质粒 筛选 酵 母 
MARCH, HS) 110 个 互 作 蛋 白 ,其 中 与 EcRB1, USPI 和 USP2 24H BOY HRA 26, 52 和 
32 个 ,未 筛选 到 与 EcRA 互 作 的 蛋白 。 随 后 ,从 中 挑选 了 DnaJ-5( Hsp40 homolog 5， 一 种 热 激 蛋白 
分 子 伴侣 ) ,MBF2(mediator of BmFTZ-F1 type 2， 一 种 转录 共 激 活 子 ) , polyubiquitin( 多 聚 泛 素 类 有 蛋 
4) ,esr16( ecdysteroid regulated 16kDa protein, — #P 5L X 3C X IA 7 & 6 ) Fe NEDD8-like ( neural 
precursor cell expressed, developmentally down-regulated protein 8 ， 一 种 泛 素 调节 T 关 有 蛋白 )5 种 蛋 
白 ,利用 酵母 双 杂 交 和 Far-Western 印迹 法 进一步 验证 了 蛋白 间 的 互 作 关系 。【 结 论 ] 分 子 伴侣 和 泛 
素 化 修饰 等 在 晓 皮 激素 受 体 调控 中 可 能 起 着 重要 作用 。 本 研究 对 深入 理解 昆虫 变态 发 育 的 分 子 机 
理 具 有 重要 意义 。 
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Abstract: [ Aim] Ecdysone plays a key role in insect metamorphosis. It is firstly activated into 20- 
hydroxyecdysone (20E) and then binds to its dimer-receptor composed of ecdysone receptor ( EcR) and 
































[n 
5 
部 
Tm 





上 家 自然 科学 基金 项 目 (31172154); 广东 省 自然 科学 基金 项 目 (2015A030313390); 广州 市 科技 计划 项 目 (201$10010055 ) ; 2015 

“ 东 省 “大 学 生 创新 性 实验 计划 项 目 ” 

: 范 琳 芳 , 女 , 1992 年 1 HÆ, 江西 抚州 人 , 硕士 研究 生 , 主要 从 事 昆虫 变态 发 育 的 分 子 机 理 研 究 , E-mail: 775762691@ qq. com; faf 
文 婧 , dc, 1991 年 5 月 生 , 甘肃 陇西 人 , 硕士 研究 生 , 主要 从 事 昆 虫 变态 发 育 的 分 子 机 理 研究 E-mail: 5962455200 qq. com 

共同 第 一 作者 Authors with equal contribution 

“通讯 作者 Corresponding author, E-mail; huanglh@ scnu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2016-04-07 ; 接受 日 期 Accepted; 2016-07-13 


























年 


a 

















T 
ak 
S 



































E 














802 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 59 卷 





ultraspiracle protein ( USP) to initiate 20E-induced cascade reaction. This study aims to explore the 


regulation mechanisms of EcR/USP from the aspects of protein interaction. [ Methods] A yeast two- 


hybrid system was constructed to screen the interacting proteins of EcR and USP from Spodoptera litura , 


an important agricultural pest. [ Results] The transformation efficiency of yeast library was 3. 0 x 10° cfu/ 
pg, the library titer was 1. 3 x 10° cfu/mL, and the insert length was 500 - 2 000 bp. The four bait 
plasmids (EcRA, EcRB1, USP1, USP2/pGBKT7) showed no obvious toxicity to yeast cells and had no 


autoactivation ability, suggesting that the yeast library is qualified for the next screening of interacting 


proteins. After screening the library using four bait plasmids, a total of 110 interacting proteins were 
obtained, including 26 EcRB1-interacting proteins, 52 USPl-interacting proteins, and 32 USP2- 


interacting proteins. However, no protein was identified to interact with EcRA. Subsequently, five 
proteins, including DnaJ-5 ( Hsp40 homolog 5, a kind of heat shock protein chaperone), MBF2 


(mediator of BmFTZ-F1 type 2, a transcriptional co-activator), polyubiquitin, esrl6 ( ecdysteroid 


regulated 16 kDa protein) , and NEDD8-like (neural precursor cell expressed, developmentally down- 


regulated protein 8, a ubiquitylation-related protein) , were selected and their interactive relationship with 
EcR/USP was further confirmed by both yeast two-hybrid and Far-Western blotting. [Conclusion] Our 


data suggest that heat shock protein chaperone and ubiquitylation may play roles in the regulation of EcR/ 


USP, and this will contribute to the understanding of insect metamorphosis. 


Key words: Spodoptera litura; 


interacting protein 


Rt BC T IR Spodoptera litura, JR €f WW A 
( Lepidoptera) f IRP} ( Noctuidae ) , 主要 分 布 于 热带 
和 亚热带 地 区 ,是 一 种 能 危害 99 科 290 种 以 上 农 
作物 的 蔬菜 害虫 ,给 农业 生产 造成 了 巨大 的 危害 
(Lan et al., 2009) 。 昆 虫 变态 发 育 主 要 受 保 幼 激 素 
(juvenile hormone, JH) fii Hz vA ( ecdysone ) 两 种 
H ejf Riddford, 1994) , JEP, Wt Be wags ER 
是 其 活化 后 的 20-38 Eti BZ Bi] ( 20-hydroxyecdysone , 
20E) ] 4r Sr EG HE AY we BZ GSERE 1 JH 使 昆虫 保持 幼虫 
状态 。 在 20E Fil JH 介 导 的 昆虫 变态 发 育 过 程 中 ， 
Wt BR ZK (ecdysone receptor, EcR) 和 超 气 门 蛋 
白 (ultraspiracle protein, USP) 起 着 至 关 重 要 的 作 
用 。 虹 皮 激 素 首 先 与 虹 皮 激素 受 体 EcRAUSP — 38 
体 结合 ,并 激活 一 系列 早期 反应 基因 , 如 转录 因子 
Broad-Complex (BR-C) 和 E74 等 的 表达 ( Burtis et 
al., 1990; DiBello et al., 1991) ,随后 这 些 转录 因子 
诱导 后 续 晚 期 基因 的 表达 ,从 而 调控 昆虫 的 旷 皮 和 
变态 等 生理 变化 。 由 此 可 见 , 晓 皮 激素 受 体 在 昆虫 
生长 发 育 和 变态 过 程 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 。 

暗 皮 激素 受 体 由 EcR 和 USP 组 成 的 异 源 二 聚 
体 组 成 。EcR 和 USP 都 属于 省 醇 类 核 受 体 ,这 类 核 
受 体 通 常 具 有 5 个 典型 的 结构 域 ,包括 N 端 A/B 结 
构 域 , DNA 结合 结构 域 (DBD, Xf C 结构 域 ) , BE 
链 区 D 结构 域 , 配 体 结合 结构 域 (LBD, 又 称 上 结构 
域 ) 和 下 结构 域 。 根 据 EcR 的 N 端 A/B 结构 域 差 



















































































metamorphosis; 


ecdysone receptor; yeast two-hybrid library; 


异 , 可 将 EcR 分 为 EcRA, EcRBI 和 EcRB2 3 种 同 
源 物 ( Henrich, 2009 )。 然 而 , X A $ E R 
Drosophila melanogaster 等 少数 昆虫 中 鉴定 出 了 这 3 
种 EcR( Talbot et al., 1993), 。 其 他 绝 大 多 数 昆 虫 
( Wang et al., 2002) 及 多 数 鳞 翅 目 昆虫 仅 编 码 EcRA 
和 EcRB1 这 两 种 EcR 同 源 物 (Swevers et al.,1995，; 
Jindra et al., 1996; Perrera et al., 1999) ;此 外 ,大 多 
数 昆 虫 的 USP 基因 也 存在 两 种 不 同 的 同 源 物 ,USP1 
和 USP2( Jindra et al., 1997) 。 

EcR/USP 通常 与 多 种 蛋白 互 作 , 从 而 形成 复杂 
的 受 体 复合 体 。 热 激 蛋 白 90( heat shock protein 90) 
和 70( heat shock protein 70) 是 多 种 华 醇 类 核 受 体 复 
合 物 的 重要 组 成 部 分 (Pratt and Toft, 1997; Pratt et 
al., 2004) ,并 且 有 研究 表明 ,EcRAUSP 只 有 与 热 激 
蛋白 分 子 伴侣 作用 以 后 才 具 有 DNA 结合 能 力 ,进而 
参与 其 他 基因 的 转录 调控 ( Arbeitman and Hogness, 
2000) 。 在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 中 ,通过 Pull- 
down 实验 表明 ，Hsc70 (heat shock protein cognate 
70) 与 USPI 存在 相互 作用 (Zheng et al., 2010) 。 
Taiman(TAI) 是 在 果 蝇 中 鉴定 出 来 的 一 种 作 醇 类 受 
体 辅 激活 蛋白 。 在 活体 实验 中 ,TAI 与 EcR 和 USP 
定位 于 相同 的 细胞 位 置 ,可 以 增强 旷 皮 激素 诱导 的 
转录 反应 ,并且 可 以 与 EcR 免疫 共 沉 演 (Bai et al., 
2000) Alien 是 最 初 从 果 蝇 的 基因 组 中 被 鉴定 的 一 
种 核 激 素 受 体 的 抑制 因子 (Papaioannou et al., 
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2007), Alien 可 以 结合 在 核 受 体 EcR 和 SVP 的 沉 
默 结构 域 ( Dressel et al., 1999), MET ( methoprene- 
tolerant) 是 一 种 转录 调控 因子 。Bita 和 Palli 
(2009) 发 现在 离 体 条 件 下 MET 可 以 同 EcR 和 USP 
发 生 相互 作用 。TRR (trithorax-related protein) 是 一 
种 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 。 在 20E 诱导 的 果 蝇 SO. 细胞 
中 ,TRR 5 EcR 和 三 甲 基 化 的 histone-3 和 蛋白 一 起 形 
成 复合 物 ,并 结合 于 hedgehog 的 启动 子 部 位 来 调控 
hedgehog 基 的 转录 (Sedkov et al., 2003), 
SMRTER ( SMRT-related ecdysone receptor-interacting 
factor ) i xx LXXLL 氨基 酸 模 体 (L 4825241 , X 指 任 
意 氨基 酸 ) 与 核 受 体 包括 EcR 相互 作用 ( Tsai et al., 
1999; Sedkov et al., 2003) 。 这 些 互 作 和 蛋白 通过 影 
响 裔 蛋白 的 亚 细 胞 定位 、 与 配 体 的 结合 转录 激活 等 
方面 对 晓 皮 激素 受 体 的 功能 产生 一 定 的 调控 。 
酵母 双 杂 交 是 研究 蛋白 质 相互 作用 的 一 种 经 典 
的 方法 。 它 利用 真 核 转录 因子 GALA. 的 转录 激活 特 
性 来 工作 ( Fields and Song, 1989), GAIA 包含 了 两 
个 在 结构 上 独立 ,在 功能 上 相互 依存 的 结构 域 :DNA 
结合 结构 域 (DNA binding domain, DBD) 和 转录 激 
活 结构 域 (activation domain, AD), DNA 结合 结构 
域 能 够 识别 并 结合 于 目标 基因 的 上 游 激活 序列 
(upstream activating sequence, UAS) ,转录 激活 结构 
域 能 够 携带 细胞 中 其 他 转录 因子 并 结合 于 DNA 结 
合 结构 域 ,从 而 形成 功能 上 完整 的 转录 因子 。 将 反 
转录 形成 的 cDNA EWIE H (prey) 基因 与 AD JF 
列 融 合 转化 到 文库 菌株 中 , 同时 将 诱饵 重 白 (bait ) 
基因 与 BD 序列 融合 。 当 文库 菌株 和 诱饵 菌株 融合 
后 , 若 文库 中 有 靶 蛋 白 与 诱饵 蛋白 相互 作用 则 会 引 
起 AD 和 BD 在 空间 上 的 靠近 ,从 而 激活 下 游 报 告 基 
因 的 表达 。 采 用 这 种 方法 可 以 大 范围 筛选 和 诱饵 蛋 
白 互 作 的 和 蛋白。 酵母 双 杂 交 系 统 检测 的 是 基因 表达 
产物 的 累积 效应 ,所 以 敏感 性 较 高 ,可 以 检测 到 和 蛋白 

































































之 间 和 暂时 或 者 比较 微弱 的 作用 (Van Aelst et al., 
1993)。 男 外 ,该 方法 省 去 了 免疫 共 沉 演 等 方法 中 
蛋白 表达 、 和 蛋白 纯化 等 步骤 ,使 实验 更 高 效 。 再 者 ， 
实验 在 酵母 菌 中 进行 ,可 在 一 定 程度 上 代表 研究 材 
料 细胞 内 的 真实 情况 。 

酵母 双 杂 交 方 法 已 被 广泛 应 用 到 蛋白质 互 作 研 
究 中 。Uetz 等 (2000) 利用 酵母 双 杂 方法 ,检测 了 
1 004 种 酵母 蛋白 质 之 间 的 957 种 潜在 的 相互 作用 。 
另外 ,酵母 双 杂 交 的 方法 也 常 被 用 于 某 些 核 受 体 互 
TES ER moe SAE EHP. Nagpal 等 (1999 ) 鉴定 出 
了 与 视 黄 醛 受 体 (retinoic acid receptors, RARs) 4H 
互 作用 的 两 种 蛋白 HMG-1 和 HMG-R。 本 研究 利用 
酵母 双 杂 交 技 术 ,筛选 与 斜纹 夜 蛾 暗 皮 激素 受 体 互 
作 的 蛋白 ,利于 揭示 变态 发 育 过 程 中 晓 皮 激素 受 体 
自身 调控 的 分 子 机 理 。 


1 材料 与 方法 


1.1 ith 

斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 幼虫 来 自 中 山大 学 
有 害 生物 控制 与 资源 利用 国家 重点 实验 室 , 按 照 
Huang 等 (2011 ) 方 法 在 本 实验 室 中 稳定 传代 培养 
10 年 以 上 。 
1.2 Wi BL ER Se ( EcR/USP ) 诱饵 质粒 的 构建 

以 斜纹 夜 蛾 cDNA. 为 模板 ,设计 特异 性 PCR 引物 
( 表 1), 扩 增 EcRA (GenBank 登录 号 : HMO046618), 
EcRB1(JQ730731) , USP1(JQ730733) 和 USP2 (JQ730734) 
4 个 基因 的 ORF( open reading frame), PCR 采用 20 
kL 体系 ,包括 10 x buffer 2 uL, 2.5 mmol/L dNTPs 
0.4 pL,10 pmol/L 的 上 下 引物 各 0. 4 uL, rTaq 酶 
0.2 pL,cDNA 模板 2 uL, HI ddH,O Æ 20 uL; x y 
条 件 : 94C 3 min; 94 30 s; 55° 30 s; 72 
2 min ,35 轮 循环 ; 72°C 10 min。 随 后 ,参照 Make Your 























表 1 引物 序列 


Table 1 Sequences of the primers 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -37) 


Primer sequences 


引物 用 途 


Use of primers 





EcRA. 5' primer 
EcRA. 3' primer 
EcRBI. 5' primer 
EcRB1_3’ primer 
USPI. 5' primer 
USPI. 3' primer 


USP2 5' primer GAATTCATGATGGAGCCCTCGAGAGAT 
USP2 3' primer GGATCCTATGGTTACATGACGTTGGCG 
5' primer TTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGG 


3’ primer 


CCATGGATGGACTTGAAGCACGAGGTAG 
GGATCCAGTCTATGAGCGTTCTCTCCTGA 
CCATGGATGTCCATAGAGTCGCGTTTAG 
GGATCCTAGCCAGTCTATGAGCGTTCTC 
GAATTCATGTCAGTGGCGAAGAAAGATAA 
GGATCCTATGGTTACATGACGTTGGCG 


GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACA 


克隆 EcRA 的 ORF 
Cloning of the ORF of EcRA 
克隆 EcRB1 的 ORF 
Cloning of the ORF of EcRB1 
克隆 USPI 的 ORF 
Cloning of the ORF of USP1 
克隆 USP2 的 ORF 
Cloning of the ORF of USP2 
扩 增 双 链 cDNA 
Amplification of dscDNA 
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Own “Mate & Plate™” 
Mountain, USA) 试剂 盒 说 明 书 ,将 PCR 产物 分 别 连 
TE A pGBKT7 载体 ,从 而 获得 4 种 诱饵 质粒 : EcRA/ 
pGBKT7, EcRBI/pGBKT7, USPI/pGBKT7, USP2/ 
pGBKT7 。 
1.3 诱饵 质粒 毒性 和 自 激活 效应 检测 

将 这 4 种 诱饵 质粒 和 空 载 的 PCBKT7 分 别 转化 
AH109 酵母 ,将 转化 液 涂 布 于 SD/-Trp 琼脂 平板 , 培 
养 3 d 后 观察 并 对 比 各 个 平板 生长 状况 ,以 检测 诱 
人 饵 质粒 对 酵母 细胞 的 毒性 效应 。 为 检测 诱饵 质粒 是 
否 具 有 自 激 活性 ,将 诱饵 质粒 和 pGADT7 共 转 化 
AH109, 取 稀释 的 菌 液 涂 布 SD/-Trp/-Leu 和 SD/- 
Trp/-Leu/-His/X-a-Gal 平板 ,观察 菌株 生长 状况 ， 
菌落 产生 蓝 斑 表示 有 上 自 激活 性 。 同 时 转化 pGBKT7- 
53 和 pGADT7-T 作为 阳性 对 照 ,转化 pGBKT7-lam 
和 pGADT7-T 作为 阴性 对 照 。 具 体操 作 参 见 Make 
Your Own “ Mate & Plate!" ” 
( Clonetech, Mountain, USA) 试剂 盒 说 明 书 。 
1.4 酵母 双 杂 交 cDNA 文库 构建 

解 训 获得 斜纹 夜 蛾 变态 发 育 不 同时 期 (6 龄 幼 
虫 中 期 、 预 晴 中 期 和 师 中 期 ) 的 不 同 组 织 ( 中 肠 、 脂 
肪 体 和 表皮 ) ,采用 OMEGA Total RNA II i8] £ CJ 
川 斯 佳 生物 公司 ) 提取 各 组 织 总 RNA。 随 后 ,将 总 
RNA 均匀 混合 , 用 于 后 续 文库 的 构建 。 采 用 
SMART MMLV Reverse Transcriptase 反 和 转录 成 
cDNA。 根 据 已 有 的 接头 序列 ,采用 试剂 盒 提供 的 
5 -和 3 -PCR primer ( € 1) 扩 增 双 链 cDNA, 经 
CHROMA SPIN TE-400 纯化 柱 获得 纯化 的 dscDNA 。 
具体 操作 参见 Make Your Own “Mate & Plate™” 
Library System ( Clonetech，Mountain，USA ) 试剂 盒 
说 明 书 。 将 dscDNA 与 pGADT7-Rec 共 转 化 Y187 感 
受 态 细胞 ,收集 菌 液 , 即 为 酵母 双 杂 交 cDNA 文库 。 
1.5 文库 转化 效率 

分 别 取 稀 释 了 10, 100 和 1 000 FAY SC PE A M 
涂 布 于 直径 为 100 mm SD/-Leu HAR PAN 30°C 倒置 
音 养 3 ~5 d, 按 如 下 公式 计算 文库 转化 效率 : 

pres 菌落 个 数 x 文库 总 体积 (mL 
otto = ES DNA Eu 
(1) 


Library System ( Clonetech , 
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1.6 文库 插入 片段 大 小 

随机 挑 取 24 个 单 苗 落 , 于 1 mL YPDA 液体 培 
养 基 扩大 培养 ,12 000 r/min 离心 收集 落体 细胞 ,于 
沸水 中 水 浴 5 min, 迅速 至 于 冰 上 2 min, AF 3 MK, 
以 破碎 酵母 菌 细胞 壁 。 以 破 壁 后 的 菌 液 为 模板 ,用 














5'-#il 3’-primer 通过 PCR 扩 增 检测 插入 片段 的 大 小 。 
1.7 文库 滴 度 检测 

在 进行 后 续 筛 选 前 ,要 先 计算 文 库 滴 度 ,确保 文 
库 滴 度 大 于 1 x 10 cfu/mL, 具体 方法 如 下 :吸取 
10 kL 文库 菌 液 ,用 YPDA 培养 液 将 其 稀释 大 约 10° 
倍 , 涂 布 于 SD/-Leu 琼脂 平板 上 ,30%C 倒 置 培养 3 ~ 
5 d, 计 算 平 板 上 菌落 , 按 如 下 公式 计算 文库 滴 度 : 
SCPE = EA 稀释 倍数 (2) 
— 涂 布 体积 (mL) B 
1.8 EcR/USP 互 作 蛋 和 白 筛 选 

将 4 种 诱饵 质粒 分 别 转化 AH109 感受 态 细胞 ， 
用 1mL0.9% (w/v) NaCl RRA ESAT F SD- 
Trp。 挑 取 一 个 AH109 单 菌 落 于 50 mL SD/-Trp i 
体 培 养 基 中 , 30% 250 r/min 培养 16 ~ 20 h 至 
OD, =0.8; 室 温 1 000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 ;用 
4 ~5 mL SD/-Trp 重 野 沉 淀 ,使 细胞 密度 大 于 1 x 10° 
个 /mL; 将 1 mL cDNA 文库 菌 液 (Y187) 和 4 ~5 mL 
诱饵 菌株 梢 液 (AH109) 加 入 2 工 干 净 无 菌 的 锥 形 瓶 
中 ,30%C 30 ~50 r/min 培养 20 ~ 24 h 使 其 融合 ; 收 
集 菌 体 ,用 50 mL 0.5 x YPDA/Kan 清洗 锥 形 瓶 , 并 
重 悬 沉淀 ,室温 1 000 r/min 离心 10 min, 弃 上 清 ;用 
10 mL 0.5 x YPDA/Kan + 重 悬 ,分 别 取 100 pL HAE 
WAR AGF SD/-Trp ,SD/-Leu fll SD/-Trp/-Leu 平板 以 
计算 转化 效率 和 重组 率 ;将 剩余 的 菌 液 每 200 pL 涂 
fa F 150 mm 的 SD/-Trp/-Leu/-His 平板 ;将 SD/- 
Trp/-Leu 平板 上 长 出 的 二 倍 体 酵 母 菌落 挑 至 100 
pL 0.9% (w/v) NaCl 中, 取 2 uL 点 在 SD/-Leu/- 
Trp/-His/-Ade/X-a-Gal 平板 上 ,重复 2 次 。 长 出 的 
蓝 色 菌 落 即 为 候选 阳性 单 克 隆 。 采 用 酵母 质粒 小 提 
试剂 盒 ( 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ,北京 ) 提取 质粒 。 
将 质粒 转化 大 肠 杆菌 DH5a ,然后 将 经 PCR 验证 好 
的 菌 液 进行 测序 分 析 ( 华 大 基因 ,深圳 ) ,最 后 blastn 
(NCBI) 比 对 分 析 获 得 各 互 作 和 蛋白 的 基因 名 称 。 
1.9 蛋白 互 作 关系 的 进一步 验证 

通过 大 范围 文库 筛选 ,获得 了 一 些 阳性 的 蓝 色 
菌落 ,并 通过 测序 获得 了 其 对 应 的 互 作 和 蛋白 的 基因 
名 称 。 在 此 基础 上 ,选择 了 某 些 可 能 的 训 蛋 白 ( 主 
要 是 一 些 可 能 调控 晓 皮 激素 受 体 功能 的 蛋白 ,如 分 
子 伴侣 、 泛 素 化 修饰 相关 的 蛋白 等 ) ,采用 两 两 杂交 
(融合 ) 的 方式 ,在 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-a- 
Gal 平板 上 进行 了 二 次 筛选 。 同 时 ,考虑 到 酵母 双 
杂交 具有 一 定 的 假 阳 性 ,我 们 采用 Far-Western 法 进 
一 步 对 鉴定 出 来 的 互 作 蛋白 进行 蛋白 互 作 分 析 。 实 
验方 法 参照 Huang 等 (2015 ) , 具体 步骤 简 述 如 下 : 
将 Ni 柱 纯化 的 DnaJ-5 7628 SDS-PAGE 电泳 分 离 ， 
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SR Ia FG E R e 3 L K (polyvinylidene fluoride, 
PVDF) ft, REEF anti-EcR (153, DSHB, 美国 )。 与 
USP1 存在 互 作 关系 的 Hsp70 (Shen et al., 2014) 和 
另外 一 无 关 和 蛋白 GSTe3 (24 kD) ( Deng et al., 2009) 
分 别 作为 阳性 和 阴性 对 照 。 


2 结果 


2.1 诱饵 质粒 毒性 和 自 激活 效应 

由 于 诱饵 质粒 对 宿主 细胞 没有 明显 的 毒性 作 
用 ,也 不 能 具有 自 激活 效应 ,我 们 首先 检查 了 4 种 诱 
人 饵 质粒 ( EcRA/pGBKT7 , EcRBI/pGBKT7 , USPI/ 


pGBKT7 , USP2/pGBKT7 ) 对 宿主 细胞 AH109 的 毒性 
EcRA/ 
pGBKT7 


pGBKT7 






x100 





图 1 诱 钮 质粒 对 宿主 细胞 的 毒性 检测 


作用 。 如 图 1 所 示 ,4 种 诱饵 质粒 在 稀释 10 fü 
( x10) 和 100 倍 ( x100) 的 培养 基 上 生长 状况 没有 
显著 的 差异 ,这 意味 着 它们 对 宿主 细胞 没有 明显 的 
毒性 作用 。 此 外 ,我 们 以 试剂 盒 提 供 的 阳性 互 作 质 
Tr ( pGBKT7-53 和 pGADT7-T ) 为 阳性 对 照 , 以 
pGBKT7-Lam 和 pGADT7-T 作为 阴性 对 照 , 采 用 融 
合法 检测 了 4 种 诱饵 质粒 与 PCADT7 空 质粒 的 蛋白 
互 作 , 即 自 激 活性 效应 。4 种 诱饵 质粒 在 SD/-Trp/- 
Leu 培养 基 均 正 常生 长 ,说明 转 化 成 功 ;另外 , 仅 阳 
性 对 照 组 在 SD/-Trp/-Leu/-His/X-a-Gal 培养 基 上 
生长 ,并且 呈 蓝 色 , 其 他 组 均 不 能 生长 (图 2) ,这 说 
明 4 种 诱饵 质粒 不 存在 自 激活 性 效应 。 





EcRBI/ USP1/ USP2/ 
pGBKT7 


pGBKT7 pGBKT7 






Fig. 1 Toxicity of bait plasmids to the host cells 
x10; 稀释 10 4% 1:10 Dilution; x100; 稀释 100 4% 1: 100 Dilution. 


SD/-Trp/-Leu 





i 
A - 


图 2 诱饵 质粒 自 激 活性 检测 


SD/-Trp/-Leu/-His/X-a-Gal 






Fig. 2 Autoactivation of bait plasmids 
+ : pGBKT7-53/pGADT7-T( 阳性 对 照 Positve control); - : pGBKT7-Lam/pGADT7-T( 阴性 对 照 Negative control). A; EcRA /pGBKT7; B: 





EcRBI/pGBKT7; C: USPI/pGBKT7 ; D: USP2/pGBKT7. 
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2.2 文库 转化 效率 

以 稀释 100 和 1 000 倍 的 文库 菌 液 涂 布 , 根 据 
生长 的 菌落 数 ,依据 1. 5 节 公 式 1 计算 得 到 文库 平 
均 转 化 效率 为 3.0 x 10° efu/ug( 3€ 2) . 

















表 2 文库 转化 效率 
Table 2 Statistics of library transformation efficiency 
单 菌落 个 数 ” 涂 布 体积 (mL) ,> 转化 效率 ( cfu/ wg) 
稀释 倍数 i 
Number of Volume of at: "Transformation 
. Dilution fold ms 
clones spreading efficiency 
92 0.1 1 000 3.6 x 108 
616 0.1 100 2.4 x 108 


2.3 ”文库 插入 片段 
从 文库 中 随机 挑 取 24 个 单 菌落 ,采用 PCR 法 


M 1 2579 4 


bp 
2000 
1500 
1000 
750 
500 


250 
100 


M 13 14 15 16 


bp 
2000 
1500 
1000 
750 
500 
250 


检测 文库 插入 片段 大 小 。 结 果 显 示 ,文库 插入 片段 
大 部 分 在 500 ~2 000 bp 之 间 ( 图 3)。 
2.4 文库 滴 度 

在 SD/-Leu 琼脂 平板 上 涂 布 了 50 pL 稀释 10' 倍 
的 文库 菌 液 ,在 平板 上 长 出 了 666 个 单 克隆 ,依据 1. 6 

节 公 式 2 计算 得 出 文库 滴 度 达到 1.3 x 10° cfu/mL。 

2.5 EcR/USP 互 作 蛋 白 

采用 融合 法 在 筛选 平板 SD/-Leu/-Trp/-His/- 
Ade/X-a-Gal 上 获得 了 110 个 蓝 色 菌落 , 其 中 与 
EcRB1, USP1 和 USP2 互 作 的 阳性 蛋白 数 分 别 为 
26, 52 和 32 A, ACHE Hi Ve BI] EcRA 互 作 的 蛋白 
(#3). 


























17 18 19 20 21 22 23 24 





3 文库 插入 片段 检测 
Fig. 3 Electrophoresis test of the inserted fragments 
M: DL5000 Marker; 1 -24: PCR 扩 增 片段 PCR-amplified fragments. 





RI MERI ( EcR/USP) HRA 
Table 3 Interacting proteins of EcR/USP 





互 作 和 蛋白 


Interacting proteins 


克隆 数 


Number of clones 


GenBank 登录 号 


GenBank accession no. 








EcRBI 互 作 和 蛋白 
Stubarista 
Uncharacterized LOC101746322 (LOC101746322 ) 
MBF2 
Hypothetical protein 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH ) 
B-actin 
Dynein heavy chain, cytoplasmic-like (LOC101742268 ) 
Putative cytoplasmic actin variant 2 ( A3bv2) 











Interacting proteins with EcRB1 (26) 


Polyubiquitin 

Moderately methionine rich storage protein (SL-2 beta gene) 
Beta-tubulin 

BAC, egg DNA 

REPAT31 

NEDD8-like (LOC101744114) , mRNA 


AK402822 
XM_004923389 
AB012298 
XM_001655725 
HQ012003 
EU035314 
XM. 004929712 
AY646107 
AB122067 
AJ249469 
EU234504 
FP340420 
JQ619213 
XM. 004923916 


FT 
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续 表 3 Table 3 continued 








Predicted gene 5941 (Gm5941) , mRNA 
DNA sequence from clone DKEY-93E24 in linkage group 10, complete sequence 
PREDICTED; rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin-like (LOC101742289 ) , mRNA 
Clone 6715 putative peroxisomal acyl-CoA oxidase 1 mRNA partial cds 
USP2 HEH Interacting proteins with USP2 (32) 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ( GAPDH) mRNA, complete cds 
mRNA for cuticular protein PxutCPR146 , partial cds, sequence id; Px-0189 , expressed in epidermis 
PREDICTED, uncharacterized LOC101746322 (LOC101746322) , mRNA 
mRNA for MBF2, complete cds 
REPAT32 mRNA, complete cds 
Genome assembly common carp genome, scaffold LG13 
mRNA, clone; fwd-02HI2 
Ecdysteroid regulated 16 kDa ( esrl6) mRNA, complete cds 
BAC, egg DNA 


THEA 克隆 数 GenBank 登录 号 
Interacting proteins Number of clones GenBank accession no. 
Ecdysteroid regulated 16 kDa ( esrl6) mRNA, complete cds 1 XM_004928502 
Apolipophorin II 1 EU016399 
USPI 互 作 蛋白 Interacting proteins with USP1 (52) 

Ribosomal protein L37 mRNA complete cds 6 AF400199. 1 
REPAT31 mRNA, complete cds 5 JQ619213. 1 
PREDICTED, uncharacterized LOC101746322 ( LOC101746322) , mRNA 4 XM_004923389. 1 
BAC, egg DNA 3 FP340418. 1 
Beta-tubulin mRNA, complete cds 3 EU234504. 1 
Ecdysteroid regulated 16 kDa ( esrl6) mRNA, complete cds 3 U31456. 1 
Chromosome 28 microsatellite S2801-R sequence 3 DQ243176. 1 
Clone; ftes05 P22 2 AK379144. 1 
Ribosomal protein S20 mRNA, complete cds 2 AF400217. 1 
ATCC 50818 ATP synthase subunit gamma ( PTSG. 02580) mRNA, complete cds 2 XM. 004996020. 1 
Plasmodium falciparum 3D7 chromosome 14, complete sequence 2 AE014187.2 
mRNA, clone; ftes25H21 2 AK379726. 1 
DnaJ ( Hsp40) homolog 5 ( DnaJ-5) , mRNA 1 NM_001043525. 1 
Alpha-L-fucoside fucohydrolase mRNA, complete cds 1 KC832290. 1 
mRNA for unknown unsecreted protein, complete cds, sequence id; Pp-1143, expressed in epidermis 1 AK405486. 1 
mRNA, clone; fepM27E12 1 AK383103. 1 
PREDICTED, sarcoplasmic calcium-binding protein-like ( LOC101741700) , mRNA 1 XM_004922671. 1 
Clone SCY622 mRNA sequence 1 KF860461. 1 
Serine proteinase (SP) mRNA, complete cds 1 JF412652. 1 
Serine/threonine protein kinase Akt mRNA 1 JN399217.1 
mRNA, clone; SMG010045B06, expressed in submaxillary gland 1 AK397524. 1 
PREDICTED; non-lysosomal glucosylceramidase-like ( LOC101743464) , mRNA 1 XM_004929436. 1 
cDNA clone IMAGE ;7669450 1 BC128644. 1 

1 

1 

1 

1 


Ribosomal protein L12 mRNA, complete cds 

PREDICTED; sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2-like (LOC101745725 ) , mRNA 
mRNA, clone; fwd-02H12 

Plasmodium falciparum 3D7 chromosome 14, complete sequence 

Clone IMAGE 4096523 , mRNA 

Putative cytoplasmic actin variant 2 ( A3bv2) mRNA, partial cds 

mRNA, clone; fphe05H21 

mRNA for moderately methionine rich storage protein (SL-2 beta gene) 

3D7 chromosome 5 

Clone J_080 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 


Plasmodium falciparum 3D7 chromosome 8 


括号 中 数值 示 互 作 和 蛋白 的 数量 。Numerals in brackets are the number of interacting proteins. 





Ea gaar jan i a eaa pn yy i dS A MY dG 


NM. 001034103. 1 
CR790388. 17 
XM, 004923101. 1 
KJ622094. 1 


HQ012003. 2 
AK402735. 1 
XM. 004923389. 1 
AB012298. 1 
JQ660354. 1 
LN590687. 1 
AK405815. 1 
U31456. 1 
FP340420. 1 
AF429974. 1 
XM. 004929092. 1 
AK405815. 1 
AF014187. 
BC016733. 
AY646107. 
AK385724. 
AJ249469. 
AL844504. 
KC413876. 
AL844507. 


NF FP Fe Be SF bp 
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2.6 互 作 关系 验证 

考虑 到 大 范围 得 选 可 能 存在 一 定 的 假 阳 性 ,我 
们 选取 了 5 种 蛋白: DnaJ-5 (Hsp40 homolog 5), 
MBF2 ( mediator of BmFTZ-Fl type 2), esrl6 
(ecdysteroid regulated 16 kDa) protein, polybiquitin 
和 NEDDS-like ( neural precursor cell expressed, 


系 。 结 果 发 现 , DnaJ-5 和 USP] 5 4E; MBF2 同时 与 
EcRBI 和 USP2 互 作 ;esr16 和 EcRB1, USP1, USP2 
互 作 ; polyubiquitin 和 EcRB1 互 作 ; NEDD8-like 和 
EcRBI 互 作 (图 4)。 这 些 结果 与 大 范围 筛选 获得 的 





结果 ( 表 3 ) 基 本 一 致 。Far-Western 印迹 实验 结果 表 
明 ( 图 5) , DnaJ-5 能 够 与 USP1 互 作 ,两 者 之 间 具 有 


developmentally down-regulated 8 ) ,采用 酵母 双 杂 交 
法 检测 了 它们 与 赔 皮 激 素 受 体 间 的 蛋白 质 互 作 关 


互 作 关系 。 


PP 





图 4 酵母 双 杂 交 验 证 蛋白 互 作 关系 
Fig. 4  Protein-protein interaction identified by yeast two-hybrid 
+: pGBKT7-53/pGADT7-T ( 阳性 对 照 Positive control); - : pGBKT7-Lam/pGADT7-T (阴性 对 照 Negative control) ; 1; EcRBI 与 polyubiquitin H. 
作 Interaction between EcRBI and polyubiquitin; 2; EcRB1 与 NEDD8-like 互 作 Interaction between EcRB1 and NEDD8-like; 3; USP1 5j DnaJ-5 Hi. 
作 Interaction between USP1 and DnaJ-5; 4: USP2 5j MBF2 互 作 Interaction between USP2 and MBF2; 5; EcRBI 与 esrl6 互 作 Interaction between 
EcRBI and esrl6; 6; EcRBI 5j MBF2 互 作 Interaction between EcRBI and MBF2; 7; USP1 与 esr6 互 作 Interaction between USP1 and esr6; 8: 
USP2 5j esr16 互 作 Interaction between USP2 and esr16. 


M 1 2 3 


2013) 。 本 研究 中 文库 转化 效率 达到 3.0 x 10° cfu/ 





kD 
hg, 文库 滴 度 达到 1.3 x 108 cfu/mL。 这 些 指标 说 明 
本 研究 构建 的 斜纹 夜 峨 酵母 双 杂 交 文 库 质 量 较 高 。 
假 阳性 是 构建 酵母 双 杂 交 文 库 时 需要 认真 考虑 
M 的 问题 。 由 于 一 些 蛋白 质 (如 一 些 转录 因子 ) 本 身 
26 具有 激活 转录 能 力 ,或 在 酵母 中 表达 时 发 挥 转录 激 
活 作 用 , 即 自 激活 性 , 这 将 导致 假 阳性 的 产生 。 因 
" 此 ,构建 诱饵 质 粒 时 首先 要 排除 自 激活 性 。 另 外 有 





些 蛋 白 表 面 含有 对 多 种 蛋白 质 的 低 亲 和 力 区 域 ,能 
与 其 他 蛋白 形成 稳定 的 复合 物 ,从 而 引起 报告 基因 
的 表达 ,产生 假 阳 性 ( 张 莉 和 黄 侍 , 2006) 。 在 酵母 
双 杂 交 系 统 的 应 用 中 ,有 多 种 方法 可 以 在 一 定 程 度 
上 减少 假 阳性 的 产生 。 例 如 采用 双 筛 选 系统 以 减少 
假 阳性 的 发 生 。 双 筛选 系统 用 两 种 不 同 的 报告 基因 
(lacZ 和 HIS3) ,它们 的 表达 需要 不 同 的 启动 子 
(Harper et al.,1993) 。 双 筛选 系统 可 明显 减少 假 阳 
性 。 在 本 研究 中 ,我 们 采用 的 酵母 双 杂 交 系 统 需要 
3 个 不 同 启 动 子 ;此 外 在 实验 中 通过 严格 的 多 轮 营 
养 缺 陷 型 筛选 也 可 大 幅 降低 假 阳性 的 产生 。 尽 管 如 
此 ,可 能 仍然 不 能 完全 避免 假 阳 性 ,这 就 需要 采用 其 


图 5  Far-Western 验证 USPI 与 DnaJ-5 之 间 的 蛋白 互 作 关系 
Fig. 5  Protein-protein interaction between USP1 and 
DnaJ-5 detected by Far-Western 
M: Protein marker; 1; DnaJ-5; 2; GST( 阴性 对 照 Negative control) ; 
3: Hsp70( 阳 性 对 照 Positive control). 红色 箭头 所 指 为 DnaJ-5 蛋 

Els The band of DnaJ-5 is indicated with a red arrow. 


3 讨论 
3.1 酵母 双 杂 交 文库 的 质量 和 假 阳 性 


通常 一 个 cDNA 筛选 文库 应 该 包含 至 少 3.3 x 
10? cfu, 以 保证 文库 的 完整 性 和 禾 羔 度 ( 王 永 虎 ， 
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他 蛋白 互 作 方法 如 Far-Western 法 等 来 进一步 验证 。 
本 研究 筛选 得 到 的 蛋白 中 有 不 少 为 结构 蛋白 ， 
如 actin 和 B-tubulin SE, ix LEAR H Je f Té] f 6 BE TAE 
素 受 体 的 功能 还 需要 进一步 加 以 验证 。 此 外 ,已 有 
文献 报道 EcR 或 USP 能 够 与 多 种 蛋白 质 , 例如 
Hsc70( Zheng et al., 2010) , TAI( Bai et al., 2000) FH 
MET( Bitra and Palli, 2009) 等 产生 和 蛋白质 互 作 。 然 
而 ,在 本 研究 中 我 们 通过 酵母 双 杂 交 文 库 并 未 筛选 
到 这 几 种 蛋白 质 。 一 方面 , 某 些 结构 蛋白 丰 度 过 高 ， 
可 能 造成 租 选 过 程 中 出 现 一 定 的 假 阳 性 。 另 一 方 
面 ,在 本 研究 中 ,我 们 构建 酵母 双 杂 交 cDNA 文库 时 
并 没有 进行 均一 化 处 理 , 这 会 使 得 丰 度 低 的 蛋白 
(如 某 些 转录 因子 等 ) 在 文库 中 出 现 的 概率 偏 低 ,从 
而 不 容易 被 筛选 到 。 针 对 这 一 情况 ,我们 拟 在 后 续 
研究 中 重新 构建 均一 化 的 cDNA 文库 ,这 可 能 有 助 
于 提高 低 丰 度 蛋 白 被 筛选 到 的 机 率 , 降 低 假 阳 性 的 
风险 。 
3.2. 分子 伴 侣 可 能 对 晓 皮 激素 功能 调控 起 重要 作用 
热 激 蛋白 分 子 伴侣 是 哺乳 动物 省 醇 类 核 受 体 复 
合 物 的 重要 组 成 部 分 ,例如 Hsp90、Hsp70 等 广泛 存 
在 于 多 种 举 醇 类 核 受 体 复合 物 中 (Pratt and Toft, 
1997; Pratt et al., 2004) 。 在 棉铃 虫 中 也 发 现 Hsc70 
能 够 与 USPI 互 作 ,从 而 调节 USPI 的 亚 细 胞 定位 
(Zheng et al., 2010) 。 在 斜纹 夜 峨 中 , EcR 能 够 与 
Hsp70( 或 Hsc70) 免疫 共 沉 淀 (Shen et al., 2014) 。 
这 些 结果 说 明 热 激 蛋 白 分 子 伴 侣 可 以 通过 与 赔 皮 激 
素 受 体 互 作 ,从 而 对 其 功能 产生 显著 的 调控 。DnaJ 
是 Hsp40 基因 家 族 成 员 , 它 主要 作为 分 子 伴 侣 调控 
Hsp70 的 功能 ( Caplan et al., 1993) 。 另 外 ,DnajJ 通 
id J-domain 作用 驱使 Hsp70-ATP 向 Hsp70-ADP 的 
转变 来 加 固 Hsp70 和 加 蛋白 的 结合 (Cyr et al., 
1994; Fan et al., 2003) 。 本 研究 表明 , DnaJ-5 与 
USP1 存在 蛋白 质 相互 作用 。 这 意味 着 DnaJ 很 可 能 
协助 Hsp/Hsc70 参与 EcR 或 USP 的 细胞 核定 位 ,从 
而 对 暗 皮 激素 受 体 的 功能 产生 一 定 的 调控 作用 。 
3.3 ” 泛 素 化 修饰 可 能 参与 赔 皮 激素 受 体 功能 的 调节 
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泛 素 链 可 以 通过 修饰 一 类 和 蛋白 激酶 而 影响 其 功能 
(Al-Hakim et al., 2008) ;Lys48-linked Z RIZ KHET] 
以 对 酵母 中 的 一 种 转录 因子 Met4 的 功能 进行 调控 
( Kaiser et al., 2000; Flick et al., 2006) 。 本 研究 结 
果 显 示 ,EcRB1 MERZA polyubiquitin ) 存在 蛋白 
间 的 互 作 , 这 意味 着 多 聚 泛 素 对 蚁 皮 激 素 受 体 
EcRBI 也 可 能 存在 相应 的 调控 作用 。 具 体 的 作用 
方式 还 需要 进一步 深入 研究 。 

3.4 其 他 参与 晓 皮 激素 受 体 功 能 调控 的 蛋白 

esr16 ( ecdysteroid regulated 16 kDa) 是 El 大 家 
族 中 的 一 员 ( Kanaya and Kobayashi, 2000) ,在 神经 
系统 中 以 及 其 周围 导管 的 上 皮 细 胞 特异 性 表达 。 在 
烟草 天 蛾 Manduca sexta 中 的 研究 发 现 ,esr16 在 化 
前 前 上 调 表达 , 且 表 达 水 平 随 着 晓 皮 激素 滴 度 的 升 
高 逐渐 下 降 ( Mészaros and Morton, 1996) 。 这 预示 
着 esr16 受到 蚁 皮 激素 (20E) 的 负 调控 。 此 外 ,鉴定 
出 的 斜纹 夜 蛾 esr16 5 4H dE UE Papilio xuthus 
niemann-pick type C-2a ( NPC2a) X: [| (GenBank X* 
录 号 : BAM18090) 具 有 64% 的 氮 基 酸 序 列 一 致 性 。 
这 意味 着 ,esr16 也 可 能 具有 NPC 基因 的 功能 。 在 
果 蝇 中 的 研究 表明 ,NPC-2 可 以 调节 昆虫 体内 省 醇 
的 平衡 ,并 且 影 响 20E 的 生物 合成 (Fluegel et al., 
2006; Huang et al., 2007), 这 一 人 研究 结果 说 明 ， 
esr16( 或 者 NPC-2 ) 不 仅 受 到 20E 的 调控 , 它 还 可 能 
对 20E 的 生物 合成 产生 反馈 调节 。 本 研究 发 现 ， 
esr16 ji Hz ADR EcRB1 和 USP1 存在 相互 作 
用 。 这 进一步 暗示 ,esr16 可 能 通过 与 晓 皮 激素 受 体 
的 相互 作用 而 参与 20E 信号 途径 的 调控 。 

MBF2 是 转录 因子 FTZ-Fl 的 一 个 共 激 活 子 。 
MBF2 最 早 是 在 家 和 蛋 中 作为 辅助 因子 与 TFIIA 的 相 
互 作用 ,共同 激活 转录 而 被 分 离 出 来 的 (Liu et al., 
2000), 目前 仅 在 3 PH H ER (KÆ Bombyx 
mori, Ef 3& #8 Bombyx mandarina PI JA A R A IR 
Samia cynthia) PÈR, Liu & (2000) 研究 发 现 , 在 
KE 4 龄 幼虫 第 3 天 时 ，MBF2 和 另 一 转录 共 激 活 
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12 AEE EH P FEY RT E 
Al , 它 可 以 通过 泛 素 单 体 、 多 聚 泛 素 来 为 底 物 蛋 白 贴 
上 泛 素 标签 从 而 使 底 物 降解 。 不 同 的 泛 素 分 子 之 间 
可 以 通过 共 价 键 结合 形成 多 聚 泛 素 链 。 不 同 构 型 的 
多 聚 泛 素 链 发 挥 不 同 功能 。 多 聚 泛 素 链 的 功能 不 仅 
局 限 在 和 和 蛋白 酶 体 作 用 而 使 得 底 物 蛋白 降解 ,也 有 
很 多 研究 证 明了 多 聚 泛 素 链 的 其 他 非 蛋白 降解 功 
BE, Lys29-linked BB IS A GEA Lys33-linked ZH 











T MBFI 由 细胞 质 进 入 细胞 核 , MBF1 作为 桥梁 连 
Bi MBF2, FTZ-F1 和 TBP, 从 而 形成 一 种 复合 物 ; 并 
AL MBFI 可 加 强 FTZ-Fl 在 启动 子 结合 部 位 的 结合 ， 
从 而 激活 基因 的 表达 (Li et al., 1994) ,发 挥 转录 共 
激活 子 活 性 。 在 本 研究 中 ,我 们 发 现 MBF2 可 以 和 
赔 皮 激素 受 体 EcR 和 USP 相互 作用 。MBF2 是 否 也 
可 以 以 一 种 类 似 的 机 制 调控 核 受 体 EcR/USP 的 功 
能 ,需要 进一步 深入 研究 。 
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